







      
子宮腺筋症の浸潤メカニズムの解明 


























































HE       Hematoxilin Eosin 
LMD     Laser Micro Dissection 
LC-MS/MS     Liquid chromatography/tandem mass spectrometry 
cDNA         complementary DNA 
siRNA     small interfering RNA  
ROCK     Rho associated kinase 
p38MAPK      p38 Mitogen-activated Protein Kinase 
PKC      protein kinase C 
PBS           Phosphate Buffered Saline 
PVDF     Poly vinylidene difluoride 
EMT          Epithelial- mesenchymal transformation 
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限られている 1, 2。 
























































































使用したスライドガラスは LMD システム Leica CTR6000® に対応した Laser 







安としては合計で 2x4 mm 幅（約 8000000 μm２）をとなるようにした。組織片






可能である Tissue® MS protein Prep kit (Expression Pathology社) を用いて行い、
解析まで-20℃で保存した。 
２-３ LC-MS/MS 解析法 
正常内膜および子宮腺筋症病変部のタンパク発現解析を LC-MS/MS 解析法
にて行った。LC-MS/MS 解析は独立行政法人物質材料研究機構 中核研究部
門 ナノテクノロジー融合部門にある ZAPLOUS LC/MS systems (AMR 社) に
て行った。データーベースによる解析は Matrix science 社の MASCOT®解析ソ
フトを用い、データーベースは IPI human を選択した。 
２-４ 結果 
LC-MS/MS 解析の結果、総検出タンパク数は 260 個であり、検出されたタ
ンパク質の分子量は 11 kDa～3806 kDa の範囲内であった。その内訳は表 1-2
に示す。図 1-2 の 3 に示すように同定されるタンパク質は細胞内器官あるいは
細胞質内タンパクが主体で膜タンパクや核内タンパクの数は限られていた。
スペクトラムカウント法を用いると、正常内膜部に比較して腺筋症病変部に









的に選定された候補タンパク質は Lumican、Triosphosphate isomerase (TPI)、




















疫染色を行った。対象とした症例は、筑波大学附属病院にて 1998 年から 2010
年までに子宮腺筋症の診断で子宮摘出を行った症例 19 例とした。Moesin につ
いては、さらに 2012 年までに良性疾患にて子宮摘出を行い最終的に子宮腺筋
症の診断がついた 16 例を追加し、免疫染色を行った。全症例は包括的同意書
を得られていることを確認した。症例は 35 歳から 67 歳で、治療歴のある症
例が 9 例、無い症例が 26 例であった。月経周期は病理学的所見から判断し増
殖期 22 例、分泌期 11 例、閉経後 2 例であった。妊娠既往のある症例は 30 例、
無い症例は 5 例であった。また、子宮手術の既往がある症例は 17 例であった










後に PBS で洗浄し 1 次抗体反応を行った。各 1 次抗体濃度は表 1-3 の通りと
16 
 
し、室温 1 時間反応させた。PBS で洗浄したのち 2 次抗体反応を施行した。











的に亢進していたタンパク質は moesin のみであった（図 1-2）。Lumican、TPI
に関しては染色性に有意差を認めなかった（図 1-3）。 



















（表 1-6）が、上皮細胞の Moesin 染色性と子宮手術歴およびホルモン治療歴
との関連性が認められた。（表 1-7）。 
 
















４－２．Total RNA の抽出および cDNA 合成 
 Total RNA の抽出は当診断病理研究室において確立された手法を用いて行っ
た。正常内膜及び子宮腺筋症病変部からそれぞれ個別に RNA を抽出するため
LMD 法を使用した。LMD system に対応した前述のスライド上にクライオスタ
ットを用いて作成した 20 μm 厚の凍結組織片をのせ、氷冷下で 5％(v/v)酢酸エ
タノールを用いて 3 分間固定のち DPEC 水（氷冷）で 1 分間水洗、1 分間の
0.05 ％トルイジンブルー染色を行い、再度 DPEC 水（氷冷）で 2 回水洗した
のち 30 秒間風乾した。totalRNA 抽出はスライド作成後ただちに行った （保存
が必要な場合は氷冷または-80℃保存とした）。total RNA の抽出には RNeasy 
Plus Mini Kit® (QIAGEN)を用いた。サンプルを回収する際の buffer として kit
内の buffer RLT plus/β メルカプトエタノールの混合溶液を用いた。プロトコー




 続いて High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied and Bio 
systems)を用いて 200 ng の total RNA から cDNA 合成を行い解析に使用するま
で-20℃保存とした。 
４－３．Real time RT-PCR 法による moesin の mRNA 発現解析と結
果 
 計 14例の凍結検体を用いて解析を行った。内因性コントロールとして β-actin
の mRNA 発現量を同時に測定した。Real time RT-PCR は SYBR® Premix Ex 
Taq
TM
 II (Takara)と 7300Real-Time PCR systems を用いて行った。Moesin のプラ
イマー及び β-actin のプライマーは別表 1-4 の通りである。測定結果は正常内膜
および子宮腺筋症病変部のそれぞれにおける moesin mRNA 発現量を β-actin 
mRNA 発現量で除した数値間で比較し、グラフは正常内膜での moesin mRNA
発現量を 1 とした場合の子宮腺筋症病変部における moesin mRNA 発現量を相
対値として表した。14 例中 9 例（64 ％）の症例において正常内膜に比較して
子宮腺筋症病変部における moesin mRNA の発現が亢進しており、Wilcoxon 検
定による統計学的検討においても子宮腺筋症病変部において moesin mRNA の
発現が有意に亢進しているとの結果となった（図 1-5、ｐ<0.05）。 
４－４． タンパク抽出および濃縮 




10 μm 厚、各 20 枚作成した。各組織を T-PERTM Tissue Protein Extraction Reagent 
(PIERCE) 500 μl の入った 1.5 ml チューブに入れ、5 μl の Halt Protease and 
Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo scientific)を加えたうえで 4℃、2 時間ホモ
ジェナイズを行ったのち氷冷下で超音波破砕を行った。サンプルを 15000 rpm、
10 分間遠心し上清を回収した。得られた上清をさらに濃縮するため Amicon 
Ultra-0.5 3K (Millipore)を使用した。採取したサンプルは解析に用いるまで-80℃
保存とした。 
４－５． Western blotting 法による moesin の発現解析と結果 
 Western blotting は 20 μg のタンパクを用いて行った。Total 20 μl となるように
サンプルを調整し、95℃5 分間の熱変性を加えたうえで 12％ポリアクリルアミ
ドゲルを用いて電気泳動を行った。iBlotTM gel transfer system (Invitrogen)を用い
て PVDF膜にタンパクを転写し、ブロッキングを施行したのち抗体反応を行っ
た。バンド検出は Super Signal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate 
(Thermo)を使用した。用いた１次抗体および２次抗体は表 1-5 に示す通りであ
る。結果は 14 例全例において正常内膜に比較して子宮腺筋症の moesin 発現が
亢進していることが明らかとなった（図 1-6）。また、検出されたバンドを image 








免疫染色、real time RT-PCR 法および western blotting 法にて moesin の発現が子宮
腺筋症にて有意に亢進していることが判明した。症例によって moesin の mRNA









性が考えられた。一方文献報告にて EMT と moesin の発現亢進との関連を示唆す
るものが近年認められ、In vitro の実験系ではあるが、EMT を誘導すると moesin


























                 



























正常内膜においてはほとんど染色されなかった。    








図 1-3 Lumican、TPI の免疫染色像 (x200)  
Lumican および TPI の免疫染色では正常内膜、腺筋症病変部の染色性に有意差を認
めなかった。 
Lumican の Positive control：類内膜腺癌 
TPI の positive control：胎盤組織 













図 1-4 正常内膜と子宮腺筋症病変部における Moesin 染色に関する統計解析 
上皮細胞においては腺筋症病変部と正常内膜におけるMoesin染色性に有意差を認
めなかった（上段ｐ＝0.098 , Wilcoxon 検定）が、間質細胞に関しては腺筋症病変










図 1-6 定量 PCR を用いた moesin mRNA の発現解析 
 臨床検体 14 例の正常内膜と子宮腺筋症病変部における moesin mRNA の発現
の比較検討をした。14 例中 9 例（64％）の症例において正常内膜より腺筋症での
moesin の発現が亢進していた。グラフは正常内膜での moesin mRNA 発現量を









図 1-7 western blotting 法を用いた moesin の発現解析 
 定量 PCR を行った 14 例の正常内膜および子宮腺筋症における moesin タンパ
クの発現の比較検討を行った。発現量に程度の差はあるものの正常内膜に比較し
て子宮腺筋症でのmoesinタンパクの発現が亢進していることが明らかとなった。
全 14例に関してwestern blotで検出されたバンドを image J®ソフトウェアを用
いて解析・定量化し、student の t 検定を用いて検討した。 
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Isoform 1 of Serum albumin IPI00745872 69 kDa 1.9 1.4 
Actin, cytoplasmic 1 IPI00021439  42 kDa 1.8 1.3 
Vimentin IPI00418471 54 kDa 1.7 1.3 
Isoform 2 of Filamin-A IPI00302592  280 kDa 2.9 2.3 
Isoform 1 of Collagen alpha-3(VI) chain IPI00022200  344 kDa 2.1 2.0 
Collagen alpha-1(I) chain IPI00297646 139 kDa 1.1 4.0 
Histone H2B type 2-E IPI00003935  14 kDa 2.4 2.4 
Tubulin beta chain IPI00011654  50 kDa 5.5 2.8 
Myosin-11 IPI00020501  227 kDa 7.0 7.0 
Isoform 1 of Collagen alpha-1(XIV) chain IPI00176193  194 kDa 1.1 3.3 
Actin, alpha cardiac muscle 1 IPI00023006 42 kDa 5.0 3.0 
Collagen alpha-2(I) chain IPI00304962  129 kDa 1.1 3.3 
Keratin, type I cytoskeletal 19 IPI00479145 44 kDa 5.0 3.0 
Isoform 1 of Triosephosphate isomerase IPI00465028 31 kDa 2.2 1.4 
Keratin, type II cytoskeletal 8 IPI00554648 54 kDa 4.0 1.8 
Desmin IPI00465084 54 kDa 7.5 2.3 
Collagen alpha-1(VI) chain IPI00291136 109 kDa 3.3 5.0 
ATP synthase subunit beta, mitochondrial IPI00303476 57 kDa 4.7 5.0 
Alpha-actinin-1 IPI00013508  103 kDa 3.3 1.3 
Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa protein IPI00003865  71 kDa 4.5 1.7 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase IPI00219018  36 kDa 1.9 3.0 
14-3-3 protein zeta/delta IPI00021263  28 kDa 2.3 9.0 
Annexin A5 IPI00329801  36 kDa 1.3 2.7 
Isoform 1 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K IPI00216049  51 kDa 3.7 2.0 
IGKV1-5 protein IPI00419424  26 kDa 2.0 1.3 
Talin-1 IPI00298994 270 kDa 5.5 3.0 
Glutathione S-transferase P IPI00219757 23 kDa 4.0 3.5 
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1 isoform 1 IPI00382470  98 kDa 3.0 2.5 
Lumican IPI00020986 38 kDa 1.2 3.0 
Isoform 2C2 of Collagen alpha-2(VI) chain IPI00304840 109 kDa 2.0 6.0 
Lamin-B2 IPI00009771  70 kDa 9.0 2.0 
cDNA FLJ53368, highly similar to Pyruvate kinase isozymes M1/M2 IPI00847989 50 kDa 4.0 6.0 
Heat shock protein beta-1 IPI00025512 23 kDa 1.3 1.3 
Isoform B1 of Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 IPI00396378  37 kDa 3.5 2.5 
Elongation factor 1-alpha IPI00025447  48 kDa 6.0 1.7 
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 IPI00645078 118 kDa 7.0 3.0 
Calponin-1 IPI00021264 33 kDa 2.0 3.0 
Endoplasmin IPI00027230 92 kDa 2.0 1.3 
31 
 
Hemoglobin subunit alpha IPI00410714  15 kDa 2.0 5.0 
Isoform 2 of Tropomyosin beta chain IPI00220709 33 kDa 7.0 3.0 
Isoform 4 of Collagen alpha-1(XII) chain IPI00302944  325 kDa 2.0 3.3 
cDNA FLJ44920 fis, clone BRAMY3011501, highly similar to 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 
IPI00640106  83 kDa 1.5 3.0 
EMILIN-1 IPI00013079 107 kDa 6.0 4.0 
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein IPI00024284 469 kDa 5.0 4.0 
Keratin, type I cytoskeletal 18 IPI00554788 48 kDa 1.5 2.5 
ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1 IPI00644712  70 kDa 2.5 2.0 
H2A histone family, member Y isoform 2 IPI00059366  39 kDa 3.0 2.0 
cDNA FLJ54957, highly similar to Transketolase IPI00643920  69 kDa 1.3 2.0 
Isoform XB of Tenascin-X IPI00025276 464 kDa 3.0 2.0 
Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin IPI00553177  47 kDa 6.0 2.0 
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial IPI00440493 60 kDa 2.5 2.0 
Isoform 1 of Nucleophosmin IPI00549248 33 kDa 3.0 3.0 
Fibrillin-1 IPI00328113 312 kDa 2.0 3.0 
Isoform Long of 14-3-3 protein beta/alpha IPI00216318  28 kDa 1.5 1.3 
Isoform Non-muscle of Myosin light polypeptide 6 IPI00335168  17 kDa 2.0 2.0 
Profilin-1 IPI00216691 15 kDa 2.5 3.0 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A IPI00419585  18 kDa 2.0 4.0 
Malate dehydrogenase, mitochondrial IPI00291006 36 kDa 2.0 3.0 
Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 IPI00018219 75 kDa 1.5 2.0 
L-lactate dehydrogenase B chain IPI00219217 37 kDa 2.0 1.2 
Isoform 1 of Gelsolin IPI00026314  86 kDa 2.0 3.0 
Isoform 1 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 IPI00013877  37 kDa 2.3 2.0 
Transitional endoplasmic reticulum ATPase IPI00022774 89 kDa 2.0 1.5 
Peroxiredoxin-1 IPI00000874  22 kDa 2.0 2.0 
Moesin IPI00219365  68 kDa 2.0 1.3 
Non-POU domain-containing octamer-binding protein IPI00304596 54 kDa 2.0 2.0 
Stress-70 protein, mitochondrial IPI00007765 74 kDa 2.0 2.0 
Isoform 1 of Fibronectin IPI00022418  263 kDa 2.0 1.5 
DEAD box polypeptide 17 isoform 1 IPI00023785  80 kDa 1.3 2.0 
Laminin subunit gamma-1 IPI00298281 178 kDa 2.0 3.0 
Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial IPI00031522 83 kDa 2.0 1.5 
Collagen alpha-1(XV) chain IPI00295414 142 kDa 2.0 2.0 
Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha IPI00216230  75 kDa 3.0 1.5 
表 1-1 MS 解析で子宮腺筋症での発現が多かったタンパク質 
スペクトラムカウント法にて計 260タンパクのうち 73個のタンパクが増殖期および分泌期腺筋
症病変部で発現が亢進していた. 










表 1-2 MS 解析結果（Gene Ontrogy） 
 1：biological process 
 2：molecular function 

















    1 次抗体                                      濃度 
Anti human Lumican antibody (R&D systems)                         x100 
Triosephosphate isomerase antibody (Novus biological)                  x200 
Anti moesin antibody (SIGMA- ALDRICH)                           x100 





    forward primer                             reverse primer 
Moesin 
5’-AGCCTGTGCCCTGATCCAAG-3’            5’-GGGACAGAACAGCTGGTGTCAA-3’ 
 
β-actin 
5’- TGGCACCCAGCACAATGAA-3’             5’- CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’ 
表 1-4 定量 PCR に用いた moesin およびβ-actin プライマー配列 
 
 
    1 次抗体             濃度              2 次抗体 
Anti moesin antibody          x50              anti Rabbit IgG antibody 
(SIGMA-ALDRICH) 
Anti βactin antibody           x1000             anti mouse IgG antibody 
(SIGMA-ALDRICH) 







Immunohisto-chemistry expression  
(Epithelial cell) 
    
 
ADM > Normal 
endometrium 
ADM ≦  Normal 
endometrium 
p value   
 
Case = 23 Case = 12     
Age(year)     0.535  
Student t 
test 
Median (Range) 47 (37 - 67) 45.5 (35 - 55)     
Pregnancy     0.467  χ.467  
None 4 ( 17% ) 1 ( 8% )     
More than 1 time 19 ( 83% ) 11 ( 92% )     
Parity 
  
0.467  χ.467  
None 4 ( 17% ) 1 ( 8% ) 
 
  
More than 1 time 19 ( 83% ) 11 ( 92% ) 
 
  
Menarche age     0.482  χ.482  
< 12 2 ( 9% ) 2 ( 17% )     
≧12 21 ( 91% ) 10 ( 83% )     
History of uterine 




None 8 ( 35% ) 10 ( 83% ) 
 
  
More than 1 time 15 ( 65% ) 2 ( 17% ) 
 
  
Menstrural cycle     0.520  χ.520  
proliferative phase 16 ( 70% ) 6 ( 50% )     
secretory phase 6 ( 26% ) 5 ( 42% )     
postmenopause 1 ( 4% ) 1 ( 8% )     
History of hormone 




None 14 ( 61% ) 12( 100% ) 
 
  
Done 9 ( 39% ) 0 ( 0% )     
 
                   






  Immunohisto-chemistry expression (Stromal cell)     
  
ADM > Normal 
endometrium 





  Case = 26 Case = 9     
Age(year)     0.335  
Student 
t test 
 Median (Range) 47 (35 - 67) 45 (37 - 55)     
Pregnancy     0.430  χ2test 
 None 3 ( 12% ) 2 ( 22% )     
 More than 1 time 23 ( 88% ) 7 ( 78% )     
Parity 
  
0.430  χ2test 
 None 3 ( 12% ) 2 ( 22% ) 
 
  
 More than 1 time 23 ( 88% ) 7 ( 78% ) 
 
  
Menarche age     0.972  χ2test 
 < 12 3 ( 12% ) 1 ( 11% )     
 ≧12 23 ( 88% ) 8 ( 89% )     
History of uterine 
surgery   
0.774  χ2test 
 None 13 ( 50% ) 5 ( 56% ) 
 
  
 More than 1 time 13 ( 50% ) 4 ( 44% ) 
 
  
Menstrural cycle     0.166  χ2test 
  proliferative phase 18 ( 69% ) 4 ( 44% )     
  secretory phase 6 ( 23% ) 5 ( 56% )     
  postmenopause 2 ( 8% ) 0 ( 0% )     
History of hormone 
therapy   
0.781  χ2test 
 None 19 ( 73% ) 7 ( 78% ) 
 
  
 Done 7 ( 27% ) 2 ( 22% )     
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肉腫の診断に至った 4 症例を用いて免疫染色を行った（図 2-1）。その結果すべて
の症例で moesin の高発現が確認された。OMC-9 細胞株は RIKEN の cell bank より
購入した。樹立論文も参考にして F-12 培地を用いて、37℃・5％CO2にて培養し







３-１． siRNA 導入方法 
 siRNA導入は lipofectamin® (Invitrogen)を用いて reverse transfection法にて行った。
5nM siRNAと 10x104cell/ml濃度に調節した OMC-9細胞を抗生剤無添加の F-12培
地（10％FBS 含有）下で 4 時間以上 incubation した。導入効率は moesin mRNA 発
現を real time RT-PCR 法にて確認を行った。 
３-２．siRNA の効果持続時間の検討 
 Invasion assay のための予備実験として、使用した moesin siRNA の効果持続時間
とタンパク発現抑制までの時間についての検討を行った。siRNA 導入後 24時間、
48 時間、72 時間、96 時間で mRNA発現およびタンパク発現についてそれぞれ real 
time RT-PCR 法および western blotting 法を用いて確認を行った。 
 結果 mRNA の発現は 24 時間で十分抑制されていたが（図 2-3 上段）、タンパク
発現については 48 時間以降で十分に抑制されることが明らかとなった（図 2-3 下
段）。 
 また、siRNA を導入することによる細胞活性の低下が起こっていないことを確
認するため WST-1assay を行った。結果 moesin の siRNA を導入した細胞群の活性
はコントロール細胞に比較し 9 割であるという結果であった（data not shown）。




３-３．Invasion assay に用いた細胞の蛍光免疫染色法 
 さらに詳細に形態学的な評価をするために免疫蛍光染色による評価を行った。
ターゲットは moesin と重合型アクチン(F-actin)とした。OMC-9 細胞を Moesin 
siRNA 導入および negative control siRNA 導入し、chamber slide 上に播種した。24
時間経過した時点で 4％ホルムアルデヒド固定をし、0.5％Triton-X/ PBS 処理を行
った上で 1 次抗体を 4℃over night で反応させた。PBS 洗浄のち 2 次抗体反応を経
て VECTASHIELD®で封入・核染し蛍光顕微鏡にて観察した。使用した抗体は表
2-1 に記載の通りである。 
３-４．Invasion assay の方法 
 moesinの siRNAを用いた発現抑制細胞群と negative control siRNA導入細胞群に
おける浸潤能の差を比較することで moesin が浸潤に関与しうるか invasion assay
を用いて検討した。Invasion assayは boyden chamberを基本とした assay kit (QCMTM 
24-well Collagen-based Cell invasion Assay kit, CHEMICON, 8μm pore size, 
colorimetric)を用いて行った。予備実験の結果から、invasion assay は siRNA を導
入後 48 時間から開始することとした。siRNA 導入後 48 時間の細胞を無血清培地
下で 18 時間処理をしたうえで invasion assayのインサート内に細胞を添加した。
細胞濃度は 5x105cell/ml とし無血清下で添加した。Insert は血清培地を入れた
chamber 内に浸るように設置し 37℃、5％CO2下でさらに 48 時間培養した。 
 48 時間後、浸潤し insert の膜下に生着した細胞のみを染色した後脱色、染色液






通常の位相差顕微鏡学的に観察をすると、Moesin の siRNA を導入した細胞は
negative control siRNA 導入細胞に比較して形態学的な変化が生じていた（図 2-5）。
免疫蛍光染色法によるmoesin siRNA導入細胞とnegative control siRNA導入細胞の









験系で OMC-9 の形態変化解析および invasion assayを行った。OMC-9 細胞におい
て moesin の発現を抑制することで、OMC-9 細胞の形態が変化したことが明らか
となった。F-actin 繊維が不規則な配列となっていたことからも moesin を抑制する
と浸潤に必要な actin のリモデリングが起こらず、その浸潤能が低下したと考えら



































図 2-1 子宮内膜間質肉腫症例の moesin 免疫染色像 scale bar 50 µm 
 子宮内膜間質肉腫症例における moesin タンパクの発現を検討するため、筑波大学
附属病院手術症例を用いて免疫染色を行った。Moesin は腫瘍部（→）において高発
























図 2-2 OMC-9 細胞における moesin 発現解析 
 A：Invasion assayに使用するOMC-9細胞におけるmoesinの発現の有無についてPCR
を行い、2％アガロースゲルで泳動し検出した。１は OMC-9 細胞の cell lysate、２は
臨床検体の子宮腺筋症から抽出した tRNA を鋳型とし cDNA を合成し PCR で増幅を
行った。 
Moesin ：143bp 













図 2-3 siRNA 効果持続時間の検討 
 OMC-9 における moesin targeted siRNA の効果の確認および効果持続時間を






図 2-4 Invasion assayの方法 
 siRNA にて 48 時間前処理した各細胞群を chamber の insert 内に無血清培地ととも
に播種し、さらに 48 時間 37℃、5％CO2下で培養した。48 時間の培養のち浸潤せず
insert 内に残存した細胞は除去し、浸潤し insert 外の膜に生着した細胞のみを染色した





図 2-5 moesin siRNA 導入による細胞形態変化 
 Invasion assay は siRNA を導入後 48 時間経過した細胞を使用した。Negative 
control siRNA細胞群とmoesin targeted siRNA導入細胞群における浸潤能を比較検
討した。 








図 2-6 免疫蛍光染色法を用いた moesin siRNA 導入細胞の形態学的評価 
 Negative control siRNA導入細胞群と moesin targeted siRNA導入細胞群における形態
学的な比較を行った。重合型 actin、moesin の 2 重蛍光免疫染色を行った。Control 細
胞に比較して moesin の発現を抑制した細胞は、重合型 actin の構造が不規則となり、
















図 2-7 invasion assay の結果 








    1 次抗体  濃度      2 次抗体 




 488 Fluorescent Phalloidin  x1000    
(Cytoskeleton) 
 表 2-1 免疫蛍光染色に用いた抗体一覧 


































Rho-ROCK 経路、p38MAPK 経路、PKC を介する経路の報告がある 30。特
に Rho は低分子量 Gタンパク質のひとつで、ROCK を介してターゲット分
子のセリン・スレオニンをリン酸化する。ターゲットの一つとして moesin







パクを用いて western blotting 法にて解析を行い、腺筋症でのリン酸化




 Rho-ROCK経路の検討のためRho inhibitor IおよびROCK阻害剤(Y27632)
を用いた。Rho を阻害する Rho inhibitor I（Cytoskeleton 社）は Rho 阻害剤
として知られる C3 transferase の細胞膜透過性を改善し、培養細胞に無血清
下で添加し培養するだけでその働きを阻害するとされる。70-80％コンフル
の OMC-9 細胞に Rho inhibitor I を 0.5 μg/ml、1.0 μg/ml 濃度で各 2 時間、4
時間添加しタンパクを回収・濃縮した。また、Rho の下流である ROCK 阻
害剤は 10 μM、20 μM、40 μM、80 μM、100 μM で各 24 時間、48 時間添加
しタンパクを回収・濃縮を行った。p38MAPK 経路の検討のため p38MAPK
阻害剤である SB203580 を使用した。70-80％コンフルの OMC-9 細胞に無
血清下で 10 μM、20 μM 濃度で 24 時間添加しタンパクを回収・濃縮した。
PKC 経路の検討のため PKC 阻害剤である GF109203X を使用した。同様に
70-80％コンフルの OMC-9 細胞に無血清下で 1.0 μM 、2.5 μM 濃度で 3 時
間添加しタンパクを回収・濃縮した。moesin のリン酸化への影響を western 
blotting 法を用いて検討した。タンパクの抽出は第 1 章 4-4 のとおりとし、
濃縮を行った。 
 結果の検証のため第 2 章で用いた免疫蛍光染色法による形態学的評価お






 Western blotting による解析の結果、Rho および ROCK 阻害剤ではいずれ
の条件においても moesin のリン酸化は抑制されず、OMC-9 細胞における
Rho-ROCK 経路の重要性は低いと考えられた（図 3-3）。 
p38MAPK 経路および PKC 経路に関しては、濃度依存性ではあるが
GF109203X を 2.5 μM 添加した OMC-9 細胞にて moesin のリン酸化が抑制
されていることが明らかとなった（図 3-4）。このことから OMC-9 細胞に






との仮定のもとに、PKC 阻害剤である GF109203X を添加することで実際
に細胞形態に影響があるかについて免疫蛍光染色法を用いて検討した。あ
らかじめチャンバースライド上で培養した OMC-9 細胞に Moesin のリン酸






 さらに GF109203X を添加した OMC-9 細胞の浸潤能が変化しうるかにつ
いて再度 invasion assayを行い検討した。Invasion assay は前述と同じ kit を
用いて行った。18 時間の無血清処理を行ったうえで 2.5 μM 濃度の
GF109203X とともに細胞を insert 内に添加した。Control として阻害剤を添
加しない細胞の invasion assayも同時に行った。37℃、5％CO2下で 48 時間









る。OMC-9 細胞においては PKC を介した moesin のリン酸化がその活性化
に重要であり、moesin のリン酸化が細胞形態に変化を与え浸潤能に関与し
ていることが実験から示唆された。実際に OMC-9 細胞を PKC 阻害剤で
moesin のリン酸化を抑制し invasion assay を行ったところ有意差はないも














阻害剤を使用しての invasion assay において統計学的な有意差が認められなか
った原因の考察としては、阻害剤の作用時間や性質によるところの可能性がある
のではないかと推察した。GF109203X は競合阻害剤であること、また作用時間に
ついての報告がないことから invasion assayを行っている 48 時間の間、阻害剤が
作用し続けているかどうかについては不明であるという問題がある。実際に












候補としてあげられるのは TNFα である。TNFα は子宮腺筋症の類似疾患である
子宮内膜症患者の腹水中に多数存在しており、また TNFα/PKC/moesin のリン酸化

















図 3-2 子宮腺筋症の臨床検体におけるリン酸化 moesin の発現解析 








図 3-3 OMC-9 細胞における Rho-ROCK 経路の検討 
 Rho inhibitor および ROCK inhibitor を各濃度・各時間添加した後の p-moesin の
変化を western blotting 法を用いて検討した。いずれの条件でも抑制されず、OMC-9













図 3-4 OMC-9 細胞における p38MAPK 経路および PKC 経路の検討 
 p38MAPK 阻害剤（SB203580）および PKC 阻害剤（GF109203X）を各濃度添加
し p-moesin の変化を western blotting 法にて検討した。GF109203X を添加した場








図 3-5 免疫蛍光染色による PKC 阻害剤（GF109203X）添加細胞の形態学的評価 











図 3-6 PKC 阻害剤の細胞浸潤能に与える影響の検討 







    1 次抗体     濃度      2 次抗体 
Anti p-moesin antibody       x30          anti Rabbit IgG antibody 
(SANTA CRUZ) 
Anti βactin antibody         x1000         anti mouse IgG antibody 
(SIGMA-ALDRICH) 




    1 次抗体     濃度      2 次抗体 
Anti p-moesin antibody       x60          anti Rabbit IgG antibody 
(SANTA CRUZ) 
Anti βactin antibody         x1000         anti mouse IgG antibody 
(SIGMA-ALDRICH) 




   1 次抗体   濃度      2 次抗体 




 488 Fluorescent Phalloidin  x1000    
(Cytoskeleton) 
表 3-3 免疫蛍光染色に用いた抗体一覧 
































る文献が認められ、in vitro の実験系においても moesin の発現抑制が浸潤能の低
下を示したとする報告が多い 12, 32-34。悪性腫瘍の浸潤との関連を示唆する研究
が多く、moesin が子宮腺筋症において高発現していることは moesin が子宮腺筋
症においてもその浸潤に関与していることを示唆している。実際 OMC-9 細胞を

















moesin の分子機能の調節は、細胞株を用いた in vitro の実験系の文献報告によ
ると C 末端ドメインのスレオニン（T 558）のリン酸化により制御されるとの報
告が多い。リン酸化部位の報告はおおむね T 558 で一致しているが、そのリン















PCR を用いて検討した結果、子宮腺筋症における TNFα 受容体の発現は正常内
膜に比較して亢進している傾向にあり、HE 染色像との相関を検証すると腺筋症
の程度と相関することを確認しており、子宮腺筋症においても、TNFα- PKC- 










今後の検討課題の一つとして moesin の発現亢進の原因が moesin 自身にない
かを検討する必要がある。文献報告を見る限りでは moesin の発現亢進に point 
mutation や gene instabilityなどの遺伝子変異の報告は認められない。一方興味
深い報告として近年 moesin の発現亢進が EMT と関連していることを示唆する
報告が相次いでいることである。上皮系細胞（乳腺細胞、網膜細胞など）を TGF-β
により EMTを誘導するとmoesinの発現が亢進しそのことが EMTの効率をよく
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Adenomyosis is characterized by extension of endometrial glands and stromal cells 
into the myometrium. Here we proved that “moesin” is a unique biomarker of 
adenomyosis. We selected two cases of adenomyosis that had been surgically 
resected and fixed with formalin. Proteins were extracted from the infiltrating 
adenomyosis lesions and normal endometrium by tissue microdissection. The 
extracted proteins were examined using a LC-MS/MS system and the expression 
profiles of each region were compared. Two hundred and sixty proteins were detected, 
among which 73 were expressed more in adenomyosis than in normal endometrium. 
Among these proteins, we focused on overexpression of moesin in adenomyosis. 
Expression of moesin estimated semiquantitatively using an  immunohistochemistry 
score was higher in adenomyosis than in normal endometrium. In particular, moesin 
was significanly overexpressed in stromal cells of adenomyosis than in those of 
normal endometrium. Relative to normal endometrium, moesin was also 
overexpressed at the RNA level in 9 of 14 cases of adenomyosis and at the protein 
level in all 14 cases. We also detected activated (phosphorylated) moesin in 
adenomyosis lesions. The present findings suggest that moesin is characteristically 
overexpressed and activated in adenomyosis, and that moesin activation may be 
related to extension of adenomyosis in the myometrium.  






Adenomyosis is an estrogen-dependent disease that affects 8-62% of women 
of reproductive age, being defined as the presence of ectopic endometrial glands and 
stromal cells within the myometrium1 2. Although adenomyosis is a benign 
gynecological disease, it shows characteristic “amoeba-like” invasive growth of both 
the endometrial columnar epithelium and stromal cells; sometimes only stromal cells 
may be pathologically evident. However, the molecular mechanism responsible for its 
pathogenesis has not yet been determined. Three main theories to explain the 
development of adenomyosis have been proposed: the direct invasion theory, the 
mullerian residual theory, and the transplantation theory. The most well known of 
these theories contends that adenomyosis is the result of downward extension of the 
endometrium from the uterine cavity due to collapse of the endometrial basal layer, 
and that increased invasiveness of the endometrial cells may be responsible for the 
development of adenomyosis3. Recently, some articles have indicated that the 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) is the critical mechanism responsible for 
development of adenomyosis4. However, the mechanisms of invasion during 
adenomyosis development remain elusive. Although the invading endometrial tissue 
has no malignant potential, its pattern of invasive growth bears many of the hallmarks 
of malignancy.  
  In the present study, we performed proteomics analysis using a LC-MS/MS 
79 
 
system, and searched for molecules overexpressed in adenomyosis. For this purpose, 
we used formalin-fixed surgical specimens of adenomyosis. Proteins were extracted 
from both normal endometrium and invasive lesions of adenomyosis that had been 
separated using a laser-capture microdissection system, and their expression profiles 
were compared. Molecules that showed significantly higher expression in 
adenomyosis than in normal endometrium were selected. This approach led to the 
recognition of moesin as a unique biomarker of adenomyosis.   
 
 
Materials and methods 
Patients 
We selected 37 women with adenomyosis who underwent transabdominal 
hysterectomy at Tsukuba University Hospital (Ibaraki, Japan) between 1998 and 2012. 
The patients included those who had been diagnosed as having adenomyosis both 
before and after surgery. All of the surgical specimens were formalin-fixed and 
paraffin-embedded. Among these cases, two were used for LC-MS/MS analysis and 
the other 35 were used for immunohistochemistry. In addition, 14 fresh specimens 
surgically resected at Kasumigaura Medical Center (Ibaraki, Japan) in 2011 were 
used for real-time RT-PCR and western blotting. Furthermore, two sets of 
adenomyosis specimens were also examined for moesin phosphorylation using a 
phosphorylated specific anti-moesin antibody. The ethics committees of the two 
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hospitals approved this study, and informed consent for specimen collection was 
obtained from all of the patients concerned.  
 
Laser microdissection and LC-MS/MS analysis 
We performed laser microdissection using a Leica CTR6000® and collected 
protein from adenomyosis lesions and normal endometrial tissue individually. The 
collected proteins were trypsinized using a Liquid Tissue® MS Protein Prep kit 
(Expression Pathology). Peptide samples were separated by liquid chromatography 
and analysis of peptide masses was performed using mass spectrometry (ZAPLOUS 
LC/MS Systems, AMR). A database search was performed using the MASCOT® 
search engine (Matrix Science) in the IPI human database.   
 
Antibodies and reagents 
A rabbit anti-moesin antibody and a mouse anti-β-actin antibody (Sigma) were 
also used for Western blot analysis. Anti-lumican antibody raised in goat (R&D 
Systems), anti-moesin antibody raised in rabbit (Sigma), and anti-triosephosphate 
isomerase antibody raised in rabbit (Novus Biological) were used for 
immunohistochemistry. A Histofine simple stain MAX-PO goat (Nichirei) and an 
Envision kit HRP® (Dako) were used as the secondary antibody. An anti-p-moesin 
antibody raised in rabbit (T558 phosphorylation, Santa Cruz) was obtained for 





  After deparaffinization, the samples were placed in blocking solution to 
suppress non-specific staining for 30 min. Then, epitope retrieval was performed 
using citrate buffer (pH 6.0) in an autoclave at 121℃ for 10 min. Tissue slices were 
incubated with the antibody in accordance with our laboratory manual. For each case, 
a semi-quantitative moesin expression score was calculated based on the 
percentage of positive epithelial and stromal cells and their immunostaining intensity 
in adenomyosis and normal endometrium. The immunostaining intensity was scored 
as: 1, negative or trace; 2, weak; 3, moderate; or 4, intense. The total score was 
calculated by multiplying the intensity score and the fraction score, to give a score 
range of 100-400.  
 
Collection of total RNAs and real-time RT-PCR 
Nine 20-µm sections of fresh frozen tissue were placed on laser 
microdissection slides (DIRECTOR®), then fixed with 5% (v/v) acetic acid/ethanol and 
stained with 0.05% toluidine blue prepared in our laboratory. Using a laser 
microdissection system, samples were collected from adenomyosis lesions and 
normal endometrial tissue individually. Total RNAs were extracted using an RNeasy 
Plus Mini Kit® (Qiagen). Reverse transcription was performed using a High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems).   
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Real-time RT-PCR was performed using SYBR® Premix Ex TaqTM II 
(TaKaRa) and 7300 Real-Time PCR (Applied Biosystems) systems. The template was 
1.5 ng of cDNA in 80 µl of PCR mixture containing 6.4 µl of 5 µM moesin forward 
primer and 5 µM moesin reverse primer, and dispensed in 25-µl aliquots. The same 
amount of β-actin was used as an internal control. The sequences of the moesin 
primers were '5-AGCCTGTGCCCTGATCCAAG-3' (forward) and 
5'-GGGACAGAACAGCTGGTGTCAA-3' (reverse). 
 
Western blot analysis 
Twenty 10-µm cryostat sections of adenomyosis and endometrium were 
prepared from each frozen specimen. The sections were collected with 500 µl of 
T-PERTM Tissue Protein Extraction Reagent (Pierce) and 5 µl of Halt Protease and 
Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific). Amicon Ultra-0.5 3K (Millipore) 
was used to concentrate the extracted protein in accordance with the manufacturer’s 
instructions. Twenty micrograms of extracted protein was prepared for samples, 
subjected to electrophoresis on 12% polyacrylamide gel (SDS-PAGE), and 
transferred to polyvinylidine difluoride (PVDF) membranes using an iBlotTM gel 
transfer system (Invitrogen). The membranes were blocked with 0.1% blocking 
reagent and then incubated with the primary antibody. Protein bands were visualized 





  Data was analyzed using JMP 9 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). 
Statistical significance of differences was evaluated by Pearson’s chi-squared test, 
Student’s t test, Wilcoxon matched pairs signed rank test or linear regression analysis. 




We extracted the proteins from both normal endometrium and invasive areas 
of two adenomyosis cases using a tissue microdissection system and performed a 
proteomics study using LC-MS/MS. We screened proteins that showed higher 
expression in adenomyosis than in normal endometrium in both cases. Totally, 260 
proteins were detected, of which 73 showed higher expression in adenomyosis than 
in normal endometrium on the basis of spectrum counts (Supplementary Table 1). 
These 73 proteins included binding proteins, structural proteins, and signal 
transcription factors. Among them, we focused on lumican, triosephosphate 
isomerase (TPI), and moesin, whose expression is known to be correlated with the 
invasive growth of malignant tumors5-11.  
The expressions of these three genes were examined by 
immunohistochemistry using 35 surgically resected specimens of adenomyosis. For 
epithelial cells, twenty-three (65.7%) of the 35 cases, and for stromal cells, 26 cases 
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(72.3%) showed higher moesin expression in adenomyosis than in normal 
endometrium (Figs. 1 and 2). Interestingly, moesin expression was detected mainly 
in stromal cells relative to epithelial cells (Fig. 1d). Although the 
immunohistochemistry (IHC) score for moesin in adenomyosis (both epithelial cells 
and stromal cells) was higher than that in normal endometrium (Table 1), 
overexpression of moesin was significantly stronger in stromal cells of adenomyosis 
than in those of normal endometrium (Table 1, p<0.001) (Fig. 2). The other two 
proteins (lumican and TPI) showed no significant difference of staining score 
between adenomyosis and normal endometrium (data not shown). The high 
expression of moesin in stromal cells showed no significant relationship with any 
stage of the menstrual cycle, or with other clinical parameters in the individual 
patients (Supplementary Table 2-1), but in epithelial cells, high expression of moesin 
was significantly associated with a history of uterine surgery and hormone therapy 
(Supplementary Table 2-2). We then examined the relationship between depth of 
invasion and IHC score in both epithelial cells and stromal cells (Fig. 3a and b). IHC 
scores for both epithelial cells and stromal cells were inversely correlated with 
invasion depth. 
To confirm the overexpression of moesin in adenomyosis, we performed 
real-time RT-PCR for moesin using 14 fresh specimens of surgically resected 
adenomyosis. All of the samples employed were extracted using laser microdissection. 
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Nine (64%) of the 14 cases examined showed higher expression of moesin in 
adenomyosis than in normal endometrium (Fig. 4).  
High expression of moesin was also confirmed by Western blotting using the 
14 fresh specimens that had been employed for real-time RT-PCR. In this 
experiment, we did not subject the tissue samples to microdissection, and the 
proteins extracted from adenomyosis lesions included those from myometrial tissue. 
However, unlike the results of real-time RT-PCR, all 14 cases showed higher 
expression of moesin in adenomyosis than in normal endometrium (Fig. 5). The 
expression of moesin was evaluated using the Image J software package, and 
shown to be statistically significant (p=0.0006). 
Several articles have reported that activation of moesin requires 
phosphorylation of T558 in the moesin molecule. Therefore, we examined moesin 
activation (phosphorylation) in two specimens of adenomyosis. As shown in Fig. 6, 
adenomyosis expressed phosphorylated moesin, whereas normal endometrial 




  In this study using LC-MS/MS analysis, we focused on possible biomarkers 
of adenomyosis by screening proteins that showed higher expression in 
86 
 
adenomyosis than in normal counterpart endometrial tissue, and then using 
immunohistochemistry found that 72.3% (26/35) of adenomyosis cases showed 
higher expression of moesin than normal endometrium. These results were 
confirmed at both the RNA (RT-PCR) and protein (western blotting) levels. Therefore, 
although the histology of adenomyosis mimics normal endometrial tissue, moesin 
overexpression is a unique characteristic of adenomyosis.  
Moesin overexpression is reportedly related to carcinogenesis in various 
carcinomas, such as pancreatic cancer12 or colorectal carcinoma13, and also to the 
invasiveness of melanoma cells10. Kobayashi et al. have demonstrated that the 
expression pattern of moesin is an independent prognostic factor in oral squamous 
cell carcinoma14. On the other hand, Ou-Yang et al. have shown that transfection 
with an ERM-targeted siRNA expression vector reduced the invasive growth of a 
gastric cancer cell line, SGC-790115. Carmeci et al. have also reported that high 
expression of moesin contributes to the invasiveness of hormone-unresponsive 
breast cancers16. Our data showed that moesin expression was not related to any 
stage of the menstrual cycle, indicating that high expression of moesin is not 
associated with any hormone-dependent mechanism of invasiveness in 
adenomyosis.  
Moesin is a well conserved gene in many species and is present in many tissues, 
exerting various molecular actions, such as regulation of the actin cytoskeleton and 
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control of cell shape, cell adhesion or motility17. Phosphorylation is required for 
activation of moesin, and different activation signals regulate the functions of moesin 
by modulating these intra-molecular interactions. Phosphorylation of moesin acts as a 
switch to trigger cell motility. In this study we demonstrated the presence of 
phosphorylated moesin in surgically resected specimens of adenomyosis, but not in 
normal endometrial tissue (Fig. 6). The present results suggest that overexpression of 
activated moesin is not only one of the phenotypic characteristics of adenomyosis, but 
also that cells expressing phosphorylated (activated) moesin in adenomyosis have 
some functional role in its extension into the myometrium. Interestingly, moesin IHC 
scores for both epithelial cells and stromal cells were inversely correlated with the 
depth of adenomyosis invasion (Fig. 3a and b). Therefore, we speculate that activated 
moesin is critical for early downward extension of adenomyosis. However, the 
relationship between moesin over-expression and tumor cell invasion is still debatable. 
In melanoma, it is reported that immunohistochemical expression of moesin 
decreases according to the extent of invasion. On the other hand, in gastric 
adenocarcinoma, moesin expression increases according to the extent of invasion. 
Further details of the relationship of moesin to invasiveness await further studies 
using a specific antibody against phosphorylated moesin. In order to clarify the 
molecular mechanism responsible for the infiltrative activity of adenomyosis and to 
screen potentially useful therapeutic drugs, there is a need to examine in detail the 
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mechanism of moesin phosphorylation in adenomyosis.  
It was noteworthy that IHC for adenomyosis using an anti-moesin antibody 
demonstrated greater overexpression of moesin in stromal cells than in epithelial 
cells (Table 1, Fig 1 and 2). Recently, moesin has been reported to be an EMT 
marker or EMT-related gene18-20. For example, Hynes et al. demonstrated that 
increased moesin expression was related to actin remodeling during EMT. Also, 
Takahashi et al. have reported a relationship between moesin and CD44, which is a 
cancer stem cell marker. Gargett et al. reported that stromal clones isolated from 
endometrium expressed CD44, a mesenchymal stem cell marker21, 22. In our present 
study, we were unable to clarify any association between moesin overexpression in 
stromal cells of adenomyosis and the EMT, but stromal cells showing high 
expression of the moesin gene might be associated with the pathogenesis of 
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Figure 1: Immunohistochemical analysis of moesin in surgical sections of 
adenomyosis. 
(a) Macroscopic features evident in a H&E section. The surgical specimen was mainly 
composed of three histological structures: an adenomyosis area (ADM), a 
myometrium area (MM), and an endometrium area (EM). 
(b) Immunohistochemistry for moesin (magnification, x40). 
(c)  1  (Endometrium) Scattered expression of moesin was observed in endometrial 
tissue (both epithelial cells and stromal cells) (magnification, x400). 
Scale bar, 50 µm 
(d)  2  (Adenomyosis) Moesin was overexpressed in the adenomyosis area. Both 
epithelial cells and stromal cells expressed moesin, but stomal cells showed a 
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higher level of expression than epithelial cells (magnification, x400). 















Figure 2: Comparison of the moesin immunohistochemical expression scores 
between normal endometrium and adenomyosis. (a) epithelial cells, (b) stromal cells. 






Figure 3: Correlation between immunohistochemical (IHC) score and degree of 
invasion (0 to 1). Both (a) the epithelial cell IHC score and (b) the stromal cell IHC 







Figure 4: Real-time RT-PCR analysis of moesin mRNA expression in adenomyosis 
lesions and normal endometrium. 
Using 14 cases of adenomyosis, the relative expression of moesin was examined by 
real-time RT-PCR. Relative expression of moesin mRNA in adenomyosis was 
compared with that in normal endometrium. 
■; normal endometrium, ■; adenomyosis lesion 






Figure 5: Western blot analysis of moesin expression in surgically resected cases of 
adenomyosis. 
Using 14 cases of adenomyosis, the relative expression of moesin was examined by 
Western blotting (* p<0.05: Student’s t test). 






















Figure 6: Western blotting of phosphorylated moesin in surgically resected cases of 
adenomyosis. 
 Phosphorylated moesin was detected in adenomyosis lesions but not in normal 




Supplementary Table 1 
Seventy-three proteins found to show higher expression in adenomyosis lesions in 
LC-MS/MS analysis 








Isoform 1 of Serum albumin IPI00745872 69 kDa 1.9 1.4 
Actin, cytoplasmic 1 IPI00021439  42 kDa 1.8 1.3 
Vimentin IPI00418471 54 kDa 1.7 1.3 
Isoform 2 of Filamin-A IPI00302592  280 kDa 2.9 2.3 
Isoform 1 of Collagen alpha-3(VI) chain IPI00022200  344 kDa 2.1 2.0 
Collagen alpha-1(I) chain IPI00297646 139 kDa 1.1 4.0 
Histone H2B type 2-E IPI00003935  14 kDa 2.4 2.4 
Tubulin beta chain IPI00011654  50 kDa 5.5 2.8 
Myosin-11 IPI00020501  227 kDa 7.0 7.0 
Isoform 1 of Collagen alpha-1(XIV) chain IPI00176193  194 kDa 1.1 3.3 
Actin, alpha cardiac muscle 1 IPI00023006 42 kDa 5.0 3.0 
Collagen alpha-2(I) chain IPI00304962  129 kDa 1.1 3.3 
Keratin, type I cytoskeletal 19 IPI00479145 44 kDa 5.0 3.0 
Isoform 1 of Triosephosphate isomerase IPI00465028 31 kDa 2.2 1.4 
Keratin, type II cytoskeletal 8 IPI00554648 54 kDa 4.0 1.8 
Desmin IPI00465084 54 kDa 7.5 2.3 
Collagen alpha-1(VI) chain IPI00291136 109 kDa 3.3 5.0 
ATP synthase subunit beta, mitochondrial IPI00303476 57 kDa 4.7 5.0 
Alpha-actinin-1 IPI00013508  103 kDa 3.3 1.3 
Isoform 1 of Heat shock cognate 71 kDa protein IPI00003865  71 kDa 4.5 1.7 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase IPI00219018  36 kDa 1.9 3.0 
14-3-3 protein zeta/delta IPI00021263  28 kDa 2.3 9.0 
Annexin A5 IPI00329801  36 kDa 1.3 2.7 
Isoform 1 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K IPI00216049  51 kDa 3.7 2.0 
IGKV1-5 protein IPI00419424  26 kDa 2.0 1.3 
Talin-1 IPI00298994 270 kDa 5.5 3.0 
Glutathione S-transferase P IPI00219757 23 kDa 4.0 3.5 
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1 isoform 1 IPI00382470  98 kDa 3.0 2.5 
Lumican IPI00020986 38 kDa 1.2 3.0 
Isoform 2C2 of Collagen alpha-2(VI) chain IPI00304840 109 kDa 2.0 6.0 
Lamin-B2 IPI00009771  70 kDa 9.0 2.0 
cDNA FLJ53368, highly similar to Pyruvate kinase isozymes M1/M2 IPI00847989 50 kDa 4.0 6.0 
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Heat shock protein beta-1 IPI00025512 23 kDa 1.3 1.3 
Isoform B1 of Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 IPI00396378  37 kDa 3.5 2.5 
Elongation factor 1-alpha IPI00025447  48 kDa 6.0 1.7 
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 IPI00645078 118 kDa 7.0 3.0 
Calponin-1 IPI00021264 33 kDa 2.0 3.0 
Endoplasmin IPI00027230 92 kDa 2.0 1.3 
Hemoglobin subunit alpha IPI00410714  15 kDa 2.0 5.0 
Isoform 2 of Tropomyosin beta chain IPI00220709 33 kDa 7.0 3.0 
Isoform 4 of Collagen alpha-1(XII) chain IPI00302944  325 kDa 2.0 3.3 
cDNA FLJ44920 fis, clone BRAMY3011501, highly similar to 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 
IPI00640106  83 kDa 1.5 3.0 
EMILIN-1 IPI00013079 107 kDa 6.0 4.0 
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein IPI00024284 469 kDa 5.0 4.0 
Keratin, type I cytoskeletal 18 IPI00554788 48 kDa 1.5 2.5 
ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1 IPI00644712  70 kDa 2.5 2.0 
H2A histone family, member Y isoform 2 IPI00059366  39 kDa 3.0 2.0 
cDNA FLJ54957, highly similar to Transketolase IPI00643920  69 kDa 1.3 2.0 
Isoform XB of Tenascin-X IPI00025276 464 kDa 3.0 2.0 
Isoform 1 of Alpha-1-antitrypsin IPI00553177  47 kDa 6.0 2.0 
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial IPI00440493 60 kDa 2.5 2.0 
Isoform 1 of Nucleophosmin IPI00549248 33 kDa 3.0 3.0 
Fibrillin-1 IPI00328113 312 kDa 2.0 3.0 
Isoform Long of 14-3-3 protein beta/alpha IPI00216318  28 kDa 1.5 1.3 
Isoform Non-muscle of Myosin light polypeptide 6 IPI00335168  17 kDa 2.0 2.0 
Profilin-1 IPI00216691 15 kDa 2.5 3.0 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A IPI00419585  18 kDa 2.0 4.0 
Malate dehydrogenase, mitochondrial IPI00291006 36 kDa 2.0 3.0 
Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 IPI00018219 75 kDa 1.5 2.0 
L-lactate dehydrogenase B chain IPI00219217 37 kDa 2.0 1.2 
Isoform 1 of Gelsolin IPI00026314  86 kDa 2.0 3.0 
Isoform 1 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 IPI00013877  37 kDa 2.3 2.0 
Transitional endoplasmic reticulum ATPase IPI00022774 89 kDa 2.0 1.5 
Peroxiredoxin-1 IPI00000874  22 kDa 2.0 2.0 
Moesin IPI00219365  68 kDa 2.0 1.3 
Non-POU domain-containing octamer-binding protein IPI00304596 54 kDa 2.0 2.0 
Stress-70 protein, mitochondrial IPI00007765 74 kDa 2.0 2.0 
Isoform 1 of Fibronectin IPI00022418  263 kDa 2.0 1.5 
DEAD box polypeptide 17 isoform 1 IPI00023785  80 kDa 1.3 2.0 
Laminin subunit gamma-1 IPI00298281 178 kDa 2.0 3.0 
Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial IPI00031522 83 kDa 2.0 1.5 
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Collagen alpha-1(XV) chain IPI00295414 142 kDa 2.0 2.0 
Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha IPI00216230  75 kDa 3.0 1.5 
Supplementary Table 2 
Patients and clinical characteristics of adenomyosis cases used in this study. 
Statistical analysis of the relationships between moesin expression and clinical data 
was performed (p<0.05). 
 
Immunohisto-chemistry expression  
(Epithelial cell) 
    
 
ADM > Normal 
endometrium 
ADM ≦  Normal 
endometrium 
p value   
 
Case = 23 Case = 12     
Age(year)     0.535  
Student t 
test 
Median (Range) 47 (37 - 67) 45.5 (35 - 55)     
Pregnancy     0.467  χ.467  
None 4 ( 17% ) 1 ( 8% )     
More than 1 time 19 ( 83% ) 11 ( 92% )     
Parity 
  
0.467  χ.467  
None 4 ( 17% ) 1 ( 8% ) 
 
  
More than 1 time 19 ( 83% ) 11 ( 92% ) 
 
  
Menarche age     0.482  χ.482  
< 12 2 ( 9% ) 2 ( 17% )     
≧12 21 ( 91% ) 10 ( 83% )     
History of uterine 




None 8 ( 35% ) 10 ( 83% ) 
 
  
More than 1 time 15 ( 65% ) 2 ( 17% ) 
 
  
Menstrural cycle     0.520  χ.520  
proliferative phase 16 ( 70% ) 6 ( 50% )     
secretory phase 6 ( 26% ) 5 ( 42% )     
postmenopause 1 ( 4% ) 1 ( 8% )     
History of hormone 




None 14 ( 61% ) 12( 100% ) 
 
  




  Immunohisto-chemistry expression (Stromal cell)     
  
ADM > Normal 
endometrium 





  Case = 26 Case = 9     
Age(year)     0.335  
Student 
t test 
 Median (Range) 47 (35 - 67) 45 (37 - 55)     
Pregnancy     0.430  χ2test 
 None 3 ( 12% ) 2 ( 22% )     
 More than 1 time 23 ( 88% ) 7 ( 78% )     
Parity 
  
0.430  χ2test 
 None 3 ( 12% ) 2 ( 22% ) 
 
  
 More than 1 time 23 ( 88% ) 7 ( 78% ) 
 
  
Menarche age     0.972  χ2test 
 < 12 3 ( 12% ) 1 ( 11% )     
 ≧12 23 ( 88% ) 8 ( 89% )     
History of uterine 
surgery   
0.774  χ2test 
 None 13 ( 50% ) 5 ( 56% ) 
 
  
 More than 1 time 13 ( 50% ) 4 ( 44% ) 
 
  
Menstrural cycle     0.166  χ2test 
  proliferative phase 18 ( 69% ) 4 ( 44% )     
  secretory phase 6 ( 23% ) 5 ( 56% )     
  postmenopause 2 ( 8% ) 0 ( 0% )     
History of hormone 
therapy   
0.781  χ2test 
 None 19 ( 73% ) 7 ( 78% ) 
 
  
 Done 7 ( 27% ) 2 ( 22% )     
 
 
